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Resumen

Se determino el crecimiento de Chaetoceros sp. (diatomea céntrica) y Nitzschia sp.
(diatomea pennada) bajo diferentes concentraciones de cobre, tanto en cultivo unialgal como
bialgal. Ambos clones fueron aislados del Lago de Maracaibo. Se utilizo el sistema de cultivo
“batch” continuo y dos salinidades, 20 y 35%e. La actividad ionica cuprica se controlo a
diferentes niveles al usar un sistema buffer NTA-Cu. Para evaluar los resultados los datos
obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza para determinar la existencia de efectos
significativos de los factores de estudio. De acuerdo a los resultados obtenidos, la diatomea
pennada Nitzschia sp. parece ser mas resistente a altas concentraciones del cobre (10 y 20 uM)
que Chaetoceros sp, siendo ambas tolerantes a las bajas concentraciones del mismo (0,001;
0,1; 1 y 2 uM), debido quizas a procesos de desintoxicacion interna. El principal efecto del
cobre fue la reduccion de la tasa de crecimiento y la formacion de células deformes. El efecto
inhibitorio fue mas marcado cuando ambas algas crecieron en cultivo bialgal, donde se
evidencio, ademas, que la presencia de una microalga afecta la respuesta de la otra.

Palabras claves: Chaetoceros: cobre: cultivos bialgales; cultivos unialgales: diatomeas:

Nitzschia.

Growth of Chaetoceros sp. and Nitzschia sp. in uni and
bialgal cultures under different copper concentrations

Abstract

Growth rates of local clones of Chaetoceros sp. (a centric diatom) and Nitzschia sp. (a
pennate diatom) subjected to different concentrations of copper were determined for unialgal
and bialgal cultures using continuous “batch” techniques and two salinities (20 and 35%).
Both clones were isolated from Maracaibo Lake. lonic copper activity was controlled at all levels
using a NTA-Cu buffer system. Results obtained were subjected to analysis of variance to
determine possible significance effects. The results obtained showed the pennate diatom
Nitzschia sp. to be more resistant to high concentrations of copper (10 and 20 uM) than
Chaetoceros sp., both being tolerant to the lower concentrations of copper (0.001: 0.1; 1 and
2 uM). This may be due to internal detoxification processes. The principal effect observed was
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the reduction in growth rates and the presence of deformed cells. When bialgal cultures are
considered, there seems to be evidences that one alga affects the response of the other.
Key words: Bialgal cultures: Chaetoceros: copper; diatoms: Nitzschia; unialgal cultures.

Introduccién

El interés en los problemas de la con-
taminacion de los ecosistemas acuaticos ha
llevado al establecimiento de métodos para
determinar el efecto que pueden tener dife-
rentes sustancias toxicas. Estos métodos
incluyen el uso de algas microscopicas, las
cuales, en general, son consideradas como
buenos bioindicadores para emplearse en
pruebas de toxicidad. La conveniencia de
utilizar microalgas en bioensayos de toxici-
dad se basa en el hecho de que las algas
constituyen el primer eslabén de la cadena
trofica y por lo tanto, cualquier dano que
sufran puede repercutir sobre todo el equi-
librio acuatico (1). Ademas, se puede mane-
jar un gran niamero de organismos (células),
las cuales son relativamente faciles de man-
tener en el laboratorio,

Los bioensayos con algas se han usado
exitosamente para establecer criterios sobre
la calidad del agua en relacion a sustancias
toxicas, tales como metales, tanto en agua
dulce como marina (2-5). Uno de los metales
que ha sido objeto de numerosos estudios
es el cobre, el cual presenta la particulari-
dad de que es un micronutriente esencial
para las microalgas, pero al mismo tiempo
puede llegar a ser toxico (6-9).

La importancia del cobre como un nu-
triente traza en el metabolismo algal ha sido
demostrado ampliamente. El cobre es un
componente esencial del sistema de trans-
porte electrénico y un componente del co-
factor de muchas enzimas (10).

Los efectos biolégicos del cobre en los
ambientes dulceacuicolas Y marinos han
sido estudiado extensamente. Estos estu-
dios implican tanto respuestas fisiologicas
de las microalgas a concentraciones eleva-
das (o reducidas) del metal, como la impor-

tancia de la forma quimica del cobre en
relacion a su toxicidad (11).

Las diatomeas, tanto céntricas como
pennadas constituyen un grupo de microal-
£as que se han usado frecuentemente como
organismos de prueba en bioensayos de
toxicidad. En este sentido, varios investiga-
dores han evaluado el efecto del cobre sobre
diferentes diatomeas. Mandelli (12) demos-
tré la inhibicion del crecimiento de la diato-
mea pennada Nitzschia closterium similar a
la observada para Skeletonema costatum.
Steemann y Nielsen (13) observaron inhibi-
cion del crecimiento de Nitzschia palea. Fis-
her y Frood (14) examinaron el efecto del
cobre sobre el crecimiento de Nitzschia clos-
terium y Asterionella japonica. Lumsden y
Florence (15) demostraron un desacopla-
miento entre la fotosintesis y la division
celular en Nitzschia closterium bajo concen-
traciones altas de cobre.

Los estudios sobre los efectos toxicos
del cobre tienden a ser pruebas de labora-
torio con una sola especie (16). Las pruebas
de toxicidad con una especie indican la
sensibilidad relativa de varios organismos
individuales, pero no indican las posibles
interacciones entre los organismos o entre
los organismos y el toxico.

Estudios recientes, a nivel de laborato-
rio, han demostrado que la respuesta algal
a diferentes toxicos puede ser modificada
por la presencia de otra alga (17-19). Por
ejemplo, se ha demostrado que la competen-
cia dentro de comunidades planctonicas es
un factor biético importante en un estudio
sobre el efecto de un herbicida, atrazina, en
ecosistemas dulceacuicolas (20).

El propésito de este estudio fue el de
determinar las respuestas de crecimiento de
dos microalgas autéctonas, aisladas del
Lago de Maracaibo. Chaetaceras 0. [diate-

Scientific Journal from the Experimental
Faculty of Sciences, Volume 4 No. 3, July-September 1996




S. Silva y ].]. Ewald / Ciencia Vol. 4, N" 3 (1996) 207-218

209

mea céntrica) y Nitzschia sp. (diatomea pen-
nada), ante diferentes concentraciones de
cobre y dos salinidades, 20y 35%o en cultivo
unialgal y cultivo mixto.

Materiales y Métodos

Microalgas utilizadas

Dos cultivos clonales de Chaetoceros
sp. (CHT-M) y Nitzschia sp. (NT-M) fueron
obtenidos de la Coleccion Permanente de
Cepas de Microalgas del Laboratorio de Mi-
croalgas del Departamento de Biologia de la
Facultad Experimental de Ciencias de LUZ.
Ambos clones fueron aislados de muestras
de agua del Estrecho del Lago de Maracaibo
en 1986.

Medio de cultivo

Se utilizo el medio de cultivo BWM (21)
a 35%o y 20%o de salinidad. El agua de mar
utilizada para preparar este medio fue co-
lectada en el Golfo de Venezuela. Esta se
filtro con filtro Millipore 0,45 pm y posterior-
mente fue esterilizada en autoclave durante
15 minutos. Las soluciones madre de los
nutrientes se esterilizaron por separado en
autoclave.

El agua de mar se enriquecio con 1 ml
de cada solucion madre por litro de agua, a
excepcion del silicato (0,5 ml): 104 M
NaNOs. 108 M NaHPO4 4 x 10° M
NaySiO3, 104 M NTA (acido nitriloacético),
107 M FeEDTA, 108 M ZnSO4, 108 M
MnSO4. 108 M MagMoOy4, 108 M CoSOy,
3 x 108 M Tiamina, 2 x 101 M Biotina,
3,7 x 10°1! M Vitamina Bj5. Las concentra-
ciones de CuSQy4 fueron 0,001 (Control), O,
1, 1,2, 4, 10y 20 uM.

Se utilizé como envase de cultivo fiolas
Erlenmeyer de 250 ml, con 150 ml de medio
de cultivo.

Sistema de cultivo “batch” continuo

El estudio se efectud a una temperatu-
ra de 23+1°C y a una intensidad luminica
de aproximadamente 3.000 lux. Los cultivos

se desarrollaron en cultivos “batch™ conti-
nuos (21) con un ciclo de luz-oscuridad de
14h:10h, durante 5 semanas. El método de
cultivo consiste en el establecimiento se-
cuencial de nuevos cultivos “batch” al trans-
ferir un inoculo de cada cultivo “batch™ en
fase exponencial, cuando el cultivo alcanza
aproximadamente 1/10 de la densidad. a la
cual comienza la limitacién de nutrientes
(22). La transferencia continua, cada 5 dias,
da como resultado una linea de cultivo que
nunca experimenta una reduccion signifi-
cativa en los niveles de nutrientes en el
medio. El mantenimiento de este cultivo en
un ambiente constante permite la determi-
naciéon de tasas de reproduccion aclimata-
das de numerosas réplicas secuenciales. En
este caso se utilizaron 5 réplicas secuencia-
les.

Se utilizaron 2 ml de inoculo con una
densidad de 1,5 x 106 células/ml para ini-
ciar cada cultivo, tanto para el unialgal
como el mixto.

Determinacién del crecimiento

La densidad celular se determino por
contajes diarios empleando el hematocito-
metro (0,1 mm profundidad) con rayado
Neubauer. La determinacion de la tasa de
crecimiento (duplicaciones/dia) esta basa-
da en contajes durante un minimo de tres
periodos de muestreos consecutivos de la
porcion exponencial de las curvas de creci-
miento. La tasa de crecimiento se calculo
por la siguiente ecuacion (23):

LnX; - LnX,
R
-l
donde: t,, t; corresponden al tiempo final e
inicial de la fase logaritmica. X,. X, corres-

ponden a la densidad celular final e inicial
de la fase logaritmica.

[1]

An#dlisis estadistico

Para el analisis de los resultados se
utilizo el Sistema de Analisis Estadistico
(SAS) (24), Se realizo un analisis de varianza
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para determinar la existencia de efectos sig-
nificativos de los factores de estudio, reali-
zando previamente la transformacion de los
datos a raiz cuadrada (25).

Para este analisis se utilizo el siguiente
modelo aditivo lineal:

Yt'_,‘ k= u+ St‘+Tj+Ck+{Sﬂif"(SCil k+{mj K
HSTO), 1 +Eij ket
donde:

Yiji= observacion de la variable respuesta
correspondiente al k-ésimo trata-
miento de cobre de la j-ésima alga de
la i-ésima salinidad,

ii= 1....S = 2 (Salinidad)

= 1,...T' = 2 (Tipo de cultivo: unialgal-
bialgal)
k= 1,...C =7 (Concentraciones de cobre)

L= 1,...r= 5 (Réplicas)
E; ) =Error Experimental

Resultados

De acuerdo al analisis de varianza (Ta-
bla 1) efectuado para Chaetoceros, hubo
diferencia significativa (P<0,05) de la tasa de
crecimiento de esta microalga a las dos
salinidades. Hubo efecto altamente signifi-
cativo (P<0,01) del resto de los tratamientos
individuales (Tipo de Cultivo y Cobre). Ade-
mas, la respuesta observada fue el producto
de interacciones significativas (Sal-Tipo de
Cultivo, Sal-Cu y Tipo de Cultivo-Cu). En la
Figura la evidenciamos el efecto de diferen-
tes concentraciones de cobre sobre la tasa
de crecimiento de Chaetoceros en cultivo
unialgal a 20%o0. Se observo una ligera ten-
dencia al aumento de la tasa de crecimiento
a partir de 1 pM. A partir de la concentracion
4 uM disminuyeron estos valores. De esta
manera, las concentraciones altas del metal
inhibieron significativamente el crecimiento
de Chaetoceros. Por otro lado, cuando esta
microalga se desarrolla en cultivo bialgal
con Nitzschia la tasa de crecimiento aumen-
to en las concentraciones mas altas del
metal.

Tabla 1
Analisis de varianza de la tasa de crecimiento
de Chaetoceros sp. Cultivo unialgal y bialgal

Fuente de Variacion GL F
Total 139

Sal 1 5,42*
Tipo de Cultivo 1 417,11**
Cobre 6 6,69**
Sal-Tipo de Cultivo 1 30,34**
Sal-Cobre 6 9,80**
Tipo de Cultivo-Cu 6 30,88**
Error Experimental 122

CV = 19,60 % R? = 0,89%

*=P 0,05 =P 0,01

Tabla 2
Analisis de varianza de la tasa de crecimiento
deNitzschia sp. Cultivo unialgal y bialgal

Fuente de Variacion GL F
Total 139

Sal 1 2,50 NS
Tipo de Cultivo L 635,32 *
Cobre 6 2,02 NS
Sal-Tipo de Cultivo 1 33,98 **
Sal-Cu 6 2.50*
Tipo de Cultivo-Cu 6 1,66 NS
Error Experimental 112

CV =22.70 % R? = 0.86%

*=P0,05 *=P0,01; NS=No Significativo.

Cuando Chaetoceros se desarrollo a
35%eo (Figura 1b), hubo efecto inhibitorio del
metal (P<0,01) a las concentraciones mas
altas, en el cultivo unialgal, mientras que en
el bialgal no se observé dicho efecto.

Para el caso de Nitzschia, el analisis de
varianza demuestra que no hay diferencia
significativa en su crecimiento a 20 y 35%o,
tampoco hubo efecto significativo del cobre,
ni de la interaccion Tipo de Cultivo-Cu (Ta-
bla 2). Al parecer, para el caso de Nitzschia,
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el efecto del metal no depende del tipo de
cultivo, es decir, si es unialgal o bialgal.
Hubo diferencia altamente significativa
(P<0,01) en el crecimiento de Nitzschia en el
cultivo unialgal y bialgal. Igualmente hubo
efecto significativo de la interaccion Sal-
Tipo de Cultivo y Sal-Cu.

Figura 1. Tasas de crecimiento de Chaetoceros sp. bajo diferentes concentraciones de cobre en cultivo uni

Nitzschia mostro resistencia a las dife-
rentes concentraciones de cobre en cultivo
unialgal a 20%o (Figura 2a). En cultivo bial-
gal a esa misma salinidad los valores de la
tasa de crecimiento son mas bajos, pero se
mantienen estables en todas las concentra-
ciones. A 35%o en cultivo unialgal (Figu-
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Figura2. Tasas de crecimiento de Nitzschia sp. bajo diferentes concentraciones de cobre en cultivo uni

y bialgal, (a) 20%o y (b) 35%o.

ra 2b), el crecimiento de Nitzschia no fue
afectado significativamente por el cobre. Por
otro lado, en el cultivo bialgal hubo una
ligera disminucion de la tasa de crecimiento
en las concentraciones altas del metal.

Discusién

La disminucion de las tasas de creci-
miento a concentraciones altas de cobre se
ha atribuido principalmente a la union del
metal a grupos sulfhidrilos, los cuales son
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importantes en la regulacion de la division
celular vegetal (26). Es por esta razon que
también se dieron efectos a nivel de la mor-
fologia de las algas, debido a un desacopla-
miento entre division celular y crecimiento,
lo cual ha sido reportado previamente (27-
30). Este efecto se manifesto a traves de la
produccion de células deformes para el caso
de Chaetoceros sp. y la formacién de fila-
mentos de varias células para el caso de
Nitzschia sp.

Es importante senalar que la disponi-
bilidad biologica de los metales traza, en
términos de la limitacion de nutrientes y la
toxicidad, esta relacionada con las concen-
traciones ionicas libres acuosas y no con la
concentracion total de los metales o con los
complejos con el metal (31-33).

Existe una amplia variabilidad en la
respuesta del fitoplancton al cobre, tanto
entre diferentes especies como entre clones
de la misma especie (34). El efecto de las
condiciones de cultivo sobre la respuesta del
fitoplancton al cobre puede ser muy comple-
jo. La salinidad, al igual que la luz y la
temperatura pueden interactuar con las
respuestas del cobre. En el caso de la sali-
nidad parte del efecto puede deberse al cam-
bio del equilibrio quimico (35), pero la res-
puesta al metal varia de acuerdo al organis-
mo implicado. En este estudio hubo diferen-
cia significativa en el crecimiento a las dos
salinidades probadas soélo para el caso de
Chaetoceros.

Se ha reportado que la salinidad por si
sola no modifica grandemente la toxicidad
de contaminantes (36). El aspecto impor-
tante es la naturaleza genética del organis-
mo sujeto al contaminante. Esto determina
si puede adaptarse a una salinidad dada y
de esta manera afectar la tolerancia a los
contaminantes. En este sentido es determi-
nante si el organismo ha sido aclimatado o
no a la salinidad a la cual se va a efectuar
el ensayo. Las algas utilizadas en este estu-
dio fueron aclimatadas al medio y a la sali-
nidad del ensayo, es por esta razon que las

diferencias obtenidas en los resultados en
20y 35%. podrian atribuirse a la naturaleza
genética de cada una de las microalgas.

La mayoria de los estudios que em-
plean diatomeas han reportado reduccion
en el crecimiento dentro de un rango de 0.1
a 1 pM de cobre (11). En nuestro estudio la
reduccion significativa del crecimiento se
observo a 10 y 20 uM., lo que evidencia la
mayor resistencia de estos clones algales
que los reportados por Metaxas (11).

En relacion a la resistencia observada
en ambas microalgas a las concentraciones
bajas, hay que considerar que ambos clones
utilizados provienen del Lago de Maracaibo,
el cual es un cuerpo de agua contaminado
y en este sentido se ha demostrado que
algas aisladas de cuerpos de agua contami-
nados muestran mayor tolerancia al stress
toxico que las algas provenientes de cuerpos
de agua no contaminados (29,37,38). Esta
tolerancia puede deberse a mecanismos de
exclusion o procesos internos de desintoxi-
cacion. Los primeros incluyen produccion y
liberacion de material organico, que forma
complejos con el metal haciéndolo no toxico
(7.39), la secuestracion del metal en la pared
celular (40) o cubierta mucilaginosa (41) y
cambios en la permeabilidad de la membra-
na, que altera la absorcion y excrecion del
metal (29). Se ha demostrado que las mi-
croalgas son capaces de efectuar desintoxi-
cacion interna empleando agentes que que-
lan a los metales con ligandos organicos y/o
secuestrandolos en complejos intranuclea-
res (42) y posiblemente en cuerpos de poli-
fosfato citoplasmatico (43). Las diatomeas
son capaces de quelar y por lo tanto, posi-
blemente desechar metales pesados por me-
dio de la excrecion de compuestos organicos
(13,44).

Debido a que las algas forman la base
de la cadena alimenticia acuatica, los meca-
nismos de tolerancia que implican la exclu-
sion del metal pueden ser importantes para
la ecologia de ambientes contaminados.
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Algunas especies de fitoplancton pue-
den vivir en una amplia gama de concentra-
ciones de metales. Esto hace suponer que
algunas especies han desarrollado mecanis-
mos de adaptacion del crecimiento bajo con-
diciones de disponibilidad del metal, tanto
altas como bajas. Varios investigadores (45)
han demostrado que las diatomeas bajo
stress secretan mucilagos que posiblemente
podrian absorber el cobre y desintoxicarlas.
Este mecanismo podria ser un factor influ-
yente en la mayor resistencia de Nitzschia
que de Chaetoceros.

Uno de los resultados mas interesantes
de este estudio fue la tendencia al aumento
de la tasa de crecimiento de Chaetoceros y
Nitzschia en algunas concentraciones del
metal. Estos incrementos pueden ser casos
de “hormesis”, un fenomeno bien documen-
tado que resulta de una sobrecompensacion
de los procesos regulados homeostatica-
mente, como el crecimiento, en respuesta al
stress toxico (21). Es posible ademas, que
cuando se alcanza el nivel inhibitorio del
cobre se remueve una porcion mayor de la
poblacion. Si este es el caso, la poblacion
gue permanece va a ser mas pequena, pero
capaz de resistir concentraciones mas altas
de cobre.

La densidad algal de ambas microalgas
fue menor en los cultivos bialgales. En este
sentido, los estudios recientes a nivel de
laboratorio han demostrado que las res-
puestas algales a diferentes toxicos son mo-
dificadas por la presencia de otra alga (17-
19). En este estudio Chaetoceros en cultivo
unialgal mostré mayor sensibilidad que
Nitzschia a las concentraciones altas del
metal, mientras que en el cultivo bialgal
Chaetoceros mostro resistencia a esas con-
centraciones. Quizas las relaciones compe-
titivas fueron alteradas en la presencia del
metal.

De acuerdo a los resultados obtenidos
el cobre no es toxico para Nitzschia, de tal
manera que en cultivo bialgal con Chaetoce-
ros, la absorcion del metal por parte de

Nitzschia podria haber reducido el metal
disponible para cada célula de Chaetoceros
y asi ésta no se vio afectada por el metal.

Fedorov y Kustenko (46) estudiaron la
competencia entre las diatomeas Thalassio-
sira nitzschioides y Skeletonema costatum
para la absorcion de nitrogeno. Demostra-
ron que ninguna de las dos algas puede
llevar la ventaja una sobre la otra en cultivo
mixto con la misma densidad celular inicial,
dandose una inhibicion reciproca que estu-
vo adscrita a la produccion de metabolitos
externos. Se ha reportado ademas, que las
sustancias excretadas por una microalga
podrian tener diferentes efectos sobre otra
microalga, de acuerdo a la fase del creci-
miento y subsecuente estado fisiologico al-
gal (47).

Una capacidad superior para obtener y
utilizar recursos (48) y la produccion de
exocrinas alelopaticas (49,50) pueden con-
tribuir también al éxito competitivo de una
microalga, afectando por lo tanto todo el
ecosistema.

Puesto que el fitoplancton frecuente-
mente compite por recursos limitantes en la
naturaleza, las pruebas que evaluan a los
contaminantes en cultivos mixtos pro-
bablemente dan un indicio mas ecologico de
la sensibilidad algal que los que usan una
sola alga (51).

El cobre y otros contaminantes podrian
alterar las comunidades algales naturales al
suprimir a las especies sensibles y permitir
que las formas resistentes a contaminantes
se hagan dominantes. En los ambientes
eutroficos, las alteraciones de las comuni-
dades algales podrian reducir ademas, la ya
reducida diversidad de especies, agravando
los problemas de floraciones algales y con-
tribuyendo a la degradacion general del eco-
sistema.

Las interacciones entre las especies
algales en cultivo ocurren bajo la forma de
competencia por nutrientes, tanto inorgani-
cos (52) como organicos (53), entre los que
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se incluyen vitaminas, y bajo la forma de
alelopatia (49,54). Ademas, tales inte raccio-
nes estan influenciadas por factores tales
como intensidad de la luz, temperatura y
tamano de la poblacion (54,55): por lo que
no solo el grado, sino también el resultado
de la competencia depende de estos facto-
res.

Los resultados obtenidos demuestran
que concentraciones altas de cobre dismi-
nuyen la tasa de crecimiento de ambas dia-
tomeas (Chaetoceros y Nitzschia). La diato-
mea pennada (Nitzschia) resulté menos
afectada. Estas microalgas no fueron afec-
tadas por las concentraciones bajas pro-
bablemente por mecanismos de exclusion o
procesos internos de desintoxicacion. Estos
resultados indican ademas, que el efecto del
cobre se ve afectado por su interaccion con
factores como salinidad y tipo de cultivo
(unialgal o bialgal). Esto nos indica la im-
portancia de tomar en cuenta esos factores,
entre otros, cuando se evalua la toxicidad
de un contaminante.

De acuerdo a los resultados obtenidos
en los cultivos bialgales, bajo las concentra-
ciones altas del metal la respuesta de una
microalga puede modificarse por la presen-
cia de la otra, dependiendo de las condicio-
nes experimentales que se utilicen y posi-
blemente de la excrecion de metabolitos.
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